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La presente invention concerne le domaine des maladies a prion, et en 
particulier un proc6de de detection des formes du prion liees a ces maladies. 

La proteine prion native ou normale, designee PrP° pour la proline prion 
cellulaire, est une glycoprotein largement exprimee dans les cellules lymphoides et 
neuronales des mammiferes. 

Des changements conformationnels de PrP e conduisent a l'apparition et a la 
propagation de la proteine pathologique PrP s0 qui est resistante a la prot&nase K. Cette 
proteine pathologique sera appelee dans la presente demande indifferemment PrP sc ou 
PrP" 8 . Le terme PrP d6signera dans la presente demande toute forme de PrP normale ou 

non, resistante ou non. 

L'accumulation de PrP sc dans les organes des mammiferes est a l'origine de 
nombreuses maladies, appelees maladies a prions ou encephalopathies spongiformes 
transmissibles (EST), et notamment de la tremblante des petits ruminants, de la maladie| 
cachectisante chronique (ou chronic wasting disease «CWD») de l'elan et de„| 
l'antilope, de l'encephalopathie spongiforme bovine (ESB), et.. de la maladie de, 
Creutzfeld- Jakob (MCJ) chez l'homme. < 
Le developpement de la maladie chez l'hdte infecte se traduit par une/ 
accumulation de la proteine pathologique PrP* 0 dans le cerveau, ce qui conduit a une 
alteration irreversible des cellules du cerveau. 

L'apparition tardive apres une periode d'incubation de 2 a 6 ans et le lent 
developpement des sympt6mes chez le betail infecte par l'ESB a consid6rablement 
ralenti le developpement de modeles epidemiologiques. L'ESB est transmissible par 
ingestion a l'homme et a conduit a l'apparition d'une nouvelle forme de la maladie de 
Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) chez l'homme. 

La detection de la proteine pathologique PrP sc est difficile chez les animaux 
infectes asymptomatiques avant le developpement de la maladie et surtout dans les 
liquides physiologiques, tels que le sang et rurine, chez les animaux malades. II est a 
present etabli que la PrP 80 presente chez les animaux destines a ralimentation humaine 
se transmet a l'homme lors de l'ingestion des tissus infectes. Un objectif majeur de 
sante publique est done d'6viter cette transmission en detectant la presence de la PrP* : 
- chez des animaux destines a la consommation humaine en vue de les retirer de la 
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chaine alimentaire, 

- dans les dons de sang et derives sanguins destines a la transfusion chez rhomme. En 
effet, comme le montre une presence de proteine pathog£ne PrP sc dans le sang et les 
cellules lymphoides bien avant Patteinte cerebrate, et done bien avant la possibility de 

5 deceler des signes neurologiques evocateurs de maladie a prions cliniquement declare, 
la physiopathologie chez Phomme est m6connue, Ne pouvant realiser des infections 
exp6rimentales comme chez le mouton, 1' absence de test de detection dans le sang ou 
d'autres fluides biologiques ne permet pas de l'&udier et done de prevenir une 
transmission interhumaine par don de sang, ou d'envisager un traitement des personnes 

10 infectees avant que les lesions cerebrales n'aient debute ; 

- dans les troupeaux animaux avant le stade neurologique, permettant ainsi d'eliminer 
les animaux infectes precocement, avant arrivee aux abattoirs. 

La detection de la pr6sence de PrP sc dans des 6chantillons biologiques chez 
rhomme ou chez des animaux devient done d'une extr6me importance et plusieurs 

15 equipes de chercheurs developpent des m6thodes de detections immunologiques 
(WO02/08651 1). Par ailleurs, des m6thodes pour complexer a la PrP sc des peptides, des 
petites molecules ou des inhibiteurs en vue du traitement de vMCJ font l'objet de 
recherches actives, Toutefois, les methodes de I'&at de la technique se heurtent sans 
arret a la difficult^ d'identifier la PrP sc de maniere fiable lorsqu'elle est en faible 

20 quantite dans un echantillon biologique. 

Les presents inventeurs ont maintenant mis en 6vidence contre toute attente que 
Putilisation d'une molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins une 
liaison osidique et d'un ligand autre qu'un ligand proteique dans un test pour le 
diagnostic de la PrP dans un echantillon biologique susceptible de contenir une telle 

25 proteine, permettait la detection de cette proteine a des dilutions et dans des conditions 
oil elle n'est pas detectable avec les methodes utilisees actuellement, Tutilisation de ces 
deux composants en combinaison ne modifiant pas la capacite de liaison de la PrP a un 
partenaire de liaison specifique de la PrP utilise dans le test diagnostic. 

Ainsi, la presente invention a pour objet un procede de detection de la PrP, 

30 notamment PrP 50 , dans un echantillon biologique d'origine humaine ou animate 
susceptible de contenir de la PrP, caracterise en ce qu'il met en oeuvre une motecule * 
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ayant au moins une charge positive et/ou au moins une liaison osidique et un ligand 
autre qu'un ligand proteique. 

Elle concerne egalement les kits de diagnostic pour la detection de la PrP, 
comprenant un ligand autre qu'un ligand proteique et une molecule ayant au moins une 
charge positive et/ou au moins une liaison osidique. 

Par ligand autre qu'un ligand proteique, on entend un compos6 capable de se Her 
a la PrP et de nature non proteique. A titre de ligand prot6ique exclu de cette definition 
de ligand, on peut citer les anticorps anti-PrP. 

Par molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins une liaison 
osidique on entend une molecule ayant au moins une charge positive ou une molecule 
ayant une fonction engagee dans une liaison osidique, ou bien les deux. 

Le proced6 de l'invention a done pour avantage de permettre la detection de la • 
PrP dans des echantillons biologiques ou elle est presente en faible quantite grace a \ 
l'utilisation combinee d'une molecule ayant au moins une charge positive et/ou au q, 
moins une liaison osidique et d'un ligand autre qu'un ligand proteique tel que ddfini ci- 
dessus. 

Les echantillons biologiques dans lesquels le precede de detection de y 
l'invention est mis en ceuvre sont tout echantillon d'origine animale ou humaine. 
susceptible de contenir de la PrP. 

A titre d'exemple de tels echantillons, on peut citer le cerveau, les tissus du 
systeme nerveux central, les organes tels que la rate et 1'intestin, ainsi que les fluides 
biologiques tels que le liquide cephalo-rachidien, Purine et le sang. 

Les animaux qui peuvent etre concernes par le precede de l'invention sont les 
animaux qui developpent les maladies a prion. On citera a titre d'exemple non limitatif 
les ovins et les bovins. 

A titre de charge positive contenue dans les molecules ayant au moins une 
charge positive et/ou au moins une liaison osidique, on prefere les charges positives 
apportees par des fonctions basiques, telles que des fonctions guanidinium ou 
ammonium. 

A titre de liaison osidique contenue dans les molecules ayant au moins une 
charge positive et/ou au moins une liaison osidique, on prefere les liaisons de type 
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heteroside telles que celles retrouvees dans les macrolides et les aminoglycosides. 

Les molecules ayant au moins une charge positive et/ou au moins une liaison 
osidique prefer6es aux fins de Pinvention sont les molecules ayant a la fois au moins 
une charge positive et au moins une liaison osidique, ainsi que les molecules ayant au 
5 moins deux fonctions guanidinium et/ou ammonium, de preference dans un systeme 
moleculaire hydrophile non polym6rique. 

Selon un mode de realisation particulier de Pinvention, les molecules ayant au 
moins une charge positive et au moins une liaison osidique sont choisies parmi les 
aminoglycosides a noyau guanidinium, la streptomycine etant particuli£rement pref&ree. 

10 Selon un autre mode de realisation particulier de Pinvention, les molecules 

ayant au moins deux fonctions guanidinium et/ou ammonium sont choisies parmi la 
polyallylamine, le triethylenetetraamine (TET), la bis-3-aminopropylamine, le 
tetrachlorhydrate de spermine, le sesquisulfate de dihydrostreptomycine, la 
streptomycine, ces deux derniers composes appartenant egalement a la famille des 

15 molecules ayant au moins une charge positive et au moins une liaison osidique. 

L'utilisation d'une molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins 
une liaison osidique, en particulier d'une molecule ayant au moins deux fonctions 
guanidinium et/ou ammonium, de preference la streptomycine, de preference encore 
sous forme de sel, permet la precipitation de la PrP pr6sente dans Pechantillon 

20 biologique teste. Cette propriete de precipitation est accrue en presence de la PrP sc , en 
particulier aprds traitement a la proteinase K (PrP res ). Cette precipitation est due a la 
formation d'agregats de PrP (egalement appeles PrP reticulee par la molecule ayant au 
moins une charge positive et/ou au moins une liaison osidique) obtenus apres traitement 
par la molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins une liaison osidique. 

25 Ainsi, il est possible de detecter de la PrP, en particulier de la PrP sc , par un 

procede caracterise par le fait que Pon met en presence un echantillon biologique issu 
ou obtenu d'un organisme animal ou humain avec une molecule ayant au moins deux 
fonctions guanidinium et/ou ammonium, a Pexception des antibiotiques repondant a 
cette definition, telle que la streptomycine. 

30 Ce procede peut 6tre mis en ceuvre par les 6tapes consistant a : 

a) ajouter, a Pechantillon biologique issu ou obtenu d'un organisme animal ou 
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humain, une molecule ayant au moins deux fonctions guanidinium et/ou ammonium, k 
T exception des antibiotiques, 

b) soumettre la solution k un chauffage (par exemple entre 37 et 150°C), puis a 
une centrifiigation et separer le culot du surnageant, 
5 c) detecter la PrP 80 aprds migration sur un gel d'electrophorese, transfert et 

immunodetection ou apr£s capture sur support solide suivie d'une immunodetection de 
type ELISA. 

Le proc6de peut 6galement comprendre comme etape supplementaire une etape 
de denaturation dans les conditions indiquees ci-apres. 

10 Le pro cede peut egalement comprendre comme etape supplementaire, de 

preference precedant l'etape a), une etape d'addition de proteinase K dans les 
conditions indiquees ci-apres. 

De mSme l'etape de detection de la PrP sc peut etre mise en ceuvre dans les 
conditions indiquees ci-apres. £ 

15 Du fait de leur capacite a se Her a la PrP sc , les molecules ayant au moins deux £ : 

fonctions guanidinium et/ou ammonium, a l'exception des antibiotiques, sont 
particulierement utiles pour la precipitation, la detection et/ou le diagnostic de la PrP S0 ■? 
meme lors de la detection en immunohistochimie, ainsi que pour reiimination de la *■ 
PrP 50 d'un tissu ou d'un fluide biologique. 

20 L'ajout d'un ligand autre qu'un ligand proteique permet, a la difference des 

ligands proteiques, d* amplifier la sensibilite de detection de la proteine PrP et de mieux 
capturer la PrP reticuiee par la molecule ayant au moins une charge positive et/ou au 
moins une liaison osidique. De ce fait, la PrP peut etre detectee dans des echantillons 
biologiques ou elle n'est presente qu'en de faibles quantites. 

25 La quantite de molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins une 

liaison osidique, ainsi que du ligand autre qu'un ligand proteique, peut etre facilement 
determinee par l'homme du metier en fonction des specifiers de Pechantillon. Ainsi, 
par exemple, la quantite de molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins 
une liaison osidique, telle que la streptomycine, peut etre comprise entre 50 et 

30 500 mg/ml, de preference entre 1 00 et 300 mg/ml. 

Contre toute attente, Paction d'une molecule ayant au moins une charge positive 
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et/ou au moins une liaison osidique sur la PrP, puis la complexation du ligand autre 
qu'un ligand prot&que k Tagr6gat de PrP ainsi forme et vice-versa, ne gene en rien la 
detection de la PrP, par exemple a l'aide d'un anticorps de detection anti-PrP. 

Selon un mode de realisation particulier de ^invention, ladite molecule ayant au 
moins une charge positive et/ou au moins une liaison osidique est ajoutee audit 
6chantillon biologique pour la precipitation de la PrP avant Tajout du ligand autre 
qu'un ligand proteique. 

De preference, 4 pour favoriser la precipitation de la PrP, apres ajout de la 
molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins une liaison osidique, on 
procdde a un chauffage du milieu reactionnel a une temperature comprise entre 25 et 
45°C, une temperature de 37°C etant preferee. 

Avant mise en contact de Pechantillon biologique a tester avec ladite molecule 
ayant au moins une charge positive et/ou au moins une liaison osidique, Techantillon 
peut etre prealablement trait6 avec de la proteinase K pour permettre la digestion 
proteolytique de la PrP cellulaire. L'echantillon ainsi traite ne contient plus, comme 
proteine prion, que la proteine PrP sc resistante (PrP 1128 ). L'etape de traitement a la 
proteinase K est une 6tape discriminate pour la determination des maladies a prions ou 
de la contamination par la PrP sc des echantillons testes en Fabsence d ? anti corps ou 
ligand sp^cifique de la PrP 50 ou de la PrP 1 * 8 . 

La quantite de proteinase K a utiliser ans le proc6de de Tinvention peut §tre 
facilement determinee par Thomme du m6tier. Ainsi, par exemple, elle peut etre 
comprise entre 80 et 1 60 ^xg/ml. 

Ainsi, selon un mode de realisation pref6re, le procede de detection de la PrP de 
Tinvention comprend Petape suppl6mentaire d'ajout de proteinase K dans l'echantillon. 
Cette etape de digestion par la proteinase K peut etre realisee soit avant reticulation de 
la PrP avec ladite molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins une 
liaison osidique, soit apres une telle reticulation. 

Selon encore un autre mode, le proc6d6 de 1'invention comprend les etapes 
consistant a : 

a) ajouter audit echantillon de la proteinase K pour digerer la PrP c , 
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b) ' ajouter au melange ainsi obtenu ladite molecule ayant au moins une charge 

positive et/ou au moins une liaison osidique pour obtenir des agregats de 
PrP, 

c) ajouter unligand autre qu'un ligand proteique et 

d) reveler la presence de PrP res . 

Les agregats de PrP, form6s en presence de la molecule ayant au moins une 
charge positive et/ou au moins une liaison osidique et contenant la PrP, peuvent etre 
s6pares du milieu reactionnel avant leur reaction avec le ligand autre qu'un ligand 
proteique, qu'il y ait ou non traitement prealable avec la proteinase K, Le procedS de 
separation est mis en oeuvre par tout proced6 de separation d'un precipite connu de 
l'homme du metier. A titre d'exemple, les agregats de PrP sont separes du milieu 
reactionnel par centrifugation, puis par elimination du surnageant Cette etape de. . 
separation permet d'eliminer tous produits non nScessaires a la reaction de detection $ 
ulterieure de la PrP teis que la proteinase K le cas 6ch6ant, les proteines digerees et la d 
molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins une liaison osidique libre 

en solution. V 
Pour ameliorer davantage la sensibilite du procede de detection de l'invention, >' 
avant la reaction des agregats de PrP avec le ligand autre qu'un ligand proteique, on 
peut proceder egalement a une denaturation desdits agregats presents dans Techantillon 
biologique & tester. Cette etape de denaturation peut Stre mise en ceuvre par tout 
procede de denaturation d'agregats proteiques connu de l'homme du metier. De 
preference, la denaturation est mise en ceuvre par ajout de guanidine HC1. 

Ainsi, le precede de detection de la PrP selon l'invention comprend de 
preference au moins 1'une des etapes suppiementaires i) et ii)suivantes consistant a : 

i) separer les agregats de PrP du melange reactionnel et 

ii) denaturer les agregats de PrP. 

ces etapes etant incluses le cas echeant entre 1'etape b) et 1'etape c). 

Selon un mode de realisation prefere, le procede de detection de l'invention met 
en osuvre les deux etapes i) et ii) successivement, de preference entre 1'etape b) et 
1'etape c). 

La revelation de la presence de la PrP dans un echantillon biologique selon le 
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precede de Pinvention peut etre mise en oeuvre selon les precedes classiques de 
detection d'analytes dans un £chantillon. 

Elle peut par exemple etre raise en oeuvre par une detection immunologique ou 

non. 

5 Par detection immunologique, on entend la mise en Evidence d'une reaction 

immunologique avec la PrP, cette reaction immunologique consistant en la liaison entre 
la PrP a detecter et un partenaire de liaison specifique de la PrP ou bien en une reaction 
de competition entre la PrP susceptible d'etre contenue dans Pechantillon a tester et de 
la PrP marquee. 

10 A titre de detection non immunologique, on peut citer par exemple les 

techniques de coloration sur gel d'electrophorese bien connues de Phomme du metier. 

La detection de la PrP par reaction immunologique peut-etre mise en oeuvre par 
exemple apres addition d'un partenaire de liaison specifique de la PrP. 

Par partenaire de liaison specifique de la PrP, on entend tout partenaire capable 
15 de se lier a la PrP. La visualisation de la reaction immunologique consistera alors en la 
visualisation du complexe partenaire de liaison specifique de la PrP/PrP. 

Selon un mode de realisation prefere, le procede de Pinvention est tel qu'on 
ajoute un partenaire de liaison specifique de la PrP pour la reaction immunologique 
entre le partenaire de liaison specifique de la PrP et la PrP, le cas echeant dans Petape 
20 d). 

A titre de partenaire de liaison specifique de la PrP, on peut citer, par exemple, 
les anticorps, les fragments d'anticorps, les polypeptides, les proteines, les acides 
nucleiques, les haptenes et les aptameres. 

Le terme « anticorps » inclut les anticorps polyclonaux ou monoclonaux, les 
25 anticorps obtenus par recombinaison gen&iques et des fragments d'anticorps. 

Les anticorps polyclonaux peuvent etre obtenus par immunisation d'un animal 
avec au moins un antig£ne cible d'interet, dans le cas present la PrP, suivie de la 
recuperation des anticorps recherches sous forme purifiee, par prelevement du serum 
dudit animal, et separation desdits anticorps des autres constituants du s6rum, 
30 notamment par chromatographic d'affinite sur une colonne sur laquelle est fixde un 
antigene sp6cifiquement reconnu par les anticorps, notamment la PrP. 
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Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus par la technique des 
hybridomes dont le principe gen6ral est rappele ci-apres. 

Dans un premier temps, on immunise un animal, generalement une souris, (ou 
des cellules en culture dans le cadre d'immunisations in vitro) avec un antigene cible 
d'interet, le cas present la PrP, dont les lymphocytes B sont alors capables de produire 
des anticorps contre ledit antigene. Ces lymphocytes producteurs d'anticorps sont 
ensuite fusionnes avec des cellules myelomateuses "immortelles" (murines dans 
l'exemple) pour donner lieu a des hybridomes. A partir du melange heterogene des. 
cellules ainsi obtenu, on effectue alors une selection des cellules capables de produire 
un anticorps particulier et de se multiplier md6finiment. Chaque hybridome est 
multiplie sous la forme de clone, chacun conduisant a la production d'un anticorps 
monoclonal dont les proprietes de reconnaissance vis-a-vis de l'antigene d'interet 
pourront Stre testees par exemple en ELISA, par immunotransfert en une ou deux 
dimensions, en immunofluorescence, ou a l'aide dun biocapteur. Les anticorps 
monoclonaux ainsi selectionnes, sont par la suite purifies notamment selon la technique 
de chromatographic d'affinit6 decrite ci-dessus. 

A titre d'anticorps appropries pour l'invention, on peut citer par exemple les 
anticorps 8G8, 12F10 (SpiBio, France) et 3F4 (hnmunok). 

Les fragments d'anticorps sont tels qu'ils conservent la fonction de liaison la 

PrP. 

Par « polypeptides on entends un enchainement d'au moins deux acides 
amines. Par acides amines, on entend les acides amines primaires qui codent pour les 
proteines, les acides amines derives apres action enzymatique comme la tramA- 
hydroxyproline et les acides amines naturels, mais non presents dans les proteines 
comme la norvaline, la N-methyl-L-leucine, la staline (Hunt S. dans Chemistiy and 
Biochemistry of the amino acids, Barett GC, ed., Chapman and Hall, London, 1985), 
les acides amines proteges par des fonctions chimiques utilisables en synthese sur 
support solide ou en phase liquide et les acides amines non naturels. 

Le terme « proline » inclut les holoproteines et les heteroproteines comme les 
nucleoproteines, les lipoproteines, les phosphoproteines, les metalloproteines et les 
glycoproteines aussi bien fibreuses que globulaires. 
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Par acide nucleique, on entend les oligonucleotides, les acides 
desoxyribomicleiques et les acides ribonucleiques, ainsi que leurs derives. 

Le terme « oligonucleotide » designe un enchainement d'au moins 2 nucleotides 
(desoxyribonucleotides ou ribonucleotides, ou les deux), naturels ou modifies. Par 
5 nucleotide modifie, on entend par exemple un nucleotide comportant une base modifiee 
et/ou comportant une modification au niveau de la liaison internucleotidique et/ou au 
niveau du squelette. A titre d' exemple de base modifiee, on peut citer Pinosine, la 
methyl-5-desoxycytidine, la dim6thylamino-5-desoxyuridine, la diamino-2,6-purine et 
la bromo-5-desoxyuiidine. Pour illustrer une liaison internucleotidique modifiee, on 

10 peut mentionner les liaisons phosphorothioate, N-alkylphosphoramidate, 
alkylphosphonate et alkylphosphodiester. Les alpha-oligonucleotides tels que ceux 
decrits dans FR-A-2 607 507, les LNA tels que phosphorothioate-LNA and 2'-thio- 
LNA decrits dans Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, Volume 8, Issue 16, 18 
August 1998 ,pages 2219-2222, et les PNA qui font l'objet de Particle de M. Egholm et 

15 at, J. Am. Chem. Soc. (1992), 114, 18954897, sent des exemples d' oligonucleotides 
constitu£s de nucleotides dont le squelette est modifie. 

Le terme «haptene» designe des composes non immunogenes, e'est-a-dire 
incapables par eux-mgmes de promouvoir une reaction immunitaire par production 
d'anti corps, mais capables d'etres reconnus par des anticorps obtenus par immunisation 

20 d'animaux dans des conditions connues, en particulier par immunisation avec un 
conjugue haptene-proteine. Ces composes ont generalement une masse moleculaire 
inferieure a 3000 Da, et le plus souvent inferieure a 2000 Da, et peuvent etre par 
exemple des peptides glycosyies, des metabolites, des vitamines, des hormones, des 
prostaglandines, des toxines ou divers medicaments, les nucleosides et les nucleotides, 

25 Les aptameres sont des partenaires de capture de nature proteique et nucleique 

qui ont pour fonction d'agir en tant qu'anticorps et de se lier k des ligands proteiques 
(Toulme, J J. et Giege, R. , 1998, Medecine Science, 14(2), 155-166). 

Ces polypeptides, proteines, haptenes et aptameres ont tous la capacite de se lier 
a la PrP ou a 1'agregat de PrP. 

30 La visualisation de la reaction immunologique entre le partenaire de liaison 

specifique de la PrP et la PrP mise en oeuvre, notamment dans l'etape d), peut etre 
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effective par tout moyen de detection connu de l'homme du m&ier, tels que des 

moyens directs ou indirects. 

Dans le cas de la detection directe, c'est-a-dire sans l'interm6diaire d'un 

marquage, on observe la reaction immunologique par exemple par resonance plasmon 

ou par voltametrie cyclique sur une electrode portant un polym^re conducteur. 

Dans le cas de la detection indirecte, c'est-a-dire par l'interm£diaire d'un 

marquage, le marquage peut 6tre effectue par l'intermediaire dudit partenaire de liaison 
specifique de la PrP qui sera alors prealablement marqu6. 

La visualisation de la presence de la PrP dans un echantillon biologique selon le 
proced6 de l'invention peut egalement etre mise en ceuvre selon une methode dite de 
competition. On ajoute alors, notamment dans l'etape d), a la place du partenaire 
specifique de liaison de la PrP, de la PrP prealablement marquee. Dans ce cas, le signal 
de detection est maximal en 1'absence de PrP, puis diminue progressivement a mesure 
que la concentration en PrP recherchee, non marquee, augmente par la reaction de 
competition. 

Par marquage, on entend la fixation d'un marqueur capable de generer 
directement ou indirectement un signal detectable. Une liste non limitative de ces 
marqueurs consiste en : 

o les enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorim6trie, 
fluorescence, luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, 
la a-galactosidase, la glucose-6-phosphate deshydrog&iase, 

o les chromophores comme les composes 7 luminescents, colorants, 

* les molecules radioactives comme le 32 P, le 35 S ou le ,25 I, 

o les molecules fluorescentes telles que la fluoresceine, la rhodamine, Palexa ou les 
phycocyanines, et 

o les particules telles que les particules en or, en latex magnetique, les liposomes. 

Des systemes indirects peuvent etre aussi utilises, comme par exemple par 
l'intermediaire d'un autre couple ligand/antiligand. Les couples ligand/antiligand sont 
bien connus de I'homme du metier, et on peut citer par exemple les couples suivants : 
biotine/streptavidine, haptene/anticorps, antigene/anticorps, peptide/anticorps, 
sucre/lectine, polynucleotide/complementaire du polynucleotide. Dans ce cas, c'est le 
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ligand qui porte Tagent de liaison. L'antiligand peut 6tre d6tectable directement par les 
marqueurs decrits au paragraphe precedent ou etre lui-m6me detectable par un 
ligand/anti-ligand. 

Ces systdmes de detection indirects peuvent conduire, dans certaines conditions, 
5 a une amplification du signal Cette technique d' amplification du signal est bien connue 
de l'homme du metier, et Ton pourra se reporter a Particle J. Histochem. Cytochem. 
45 : 481-491, 1997. 

Le marquage de prolines est largement connu de Thomme du metier et est 
decrit par exemple par Greg T. Hermanson dans Bioconjugate Techniques, 1996, 
10 Academic Press Inc, 525B Street, San Diego, CA92101 USA. 

Selon le type de marquage utilis6, comme par exemple en utilisant une enzyme, 
Thomme du metier ajoutera des reactifs permettant la visualisation du marquage. 

De tels r6actifs sont largement connus de Thomme du m6tier et sont decrits 
notamment dans Principles and Practice of Immunoessay, 2 nd Edition, Edited by C. 
15 Price, D J. Newman Stockton Press, 1997, 345 Park Avenue South, New York. 

La detection de la PrP peut Stre une detection en phase solide, c'est-a-dire 
utilisant une phase solide sur laquelle est immobilise un partenaire de capture destine a 
la capture de la proteine a detecter. Dans le cas de la presente invention, c'est le ligand 
autre qu'un ligand proteique qui sert de partenaire de capture pr£alablement immobilise 
20 sur un support solide. Un exemple de detection en phase solide bien connu de Thomme 
du metier est la detection de type sandwich, telle que la detection de type ELISA. 

Ainsi, selon un mode de realisation prefere de Tinvention, le ligand autre qu'un 
ligand proteique est lie a un support solide. 

A titre de support solide, on peut titer par exemple les billes, telles que les billes 
25 magnetiques, et les plaques de microtitrage. 

Le ligand autre qu'un ligand proteique peut etre lie au support solide de fa<?on 
connue de Thomme du metier, telle que par adsorption ou liaison covalente, la liaison 
covalente etant preferee. 

Ainsi, le support solide peut etre fonctionnalis6 par une fonction susceptible de 
30 former une liaison avec une fonction portee par le ligand. Suivant un mode de 
realisation prefere, le support solide est fonctionnalise par une liaison NHS (N- 
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hydroxysuccinimide) ou par une fonction NH 2 . Cette fonction peut reagir avec une 
fonction portee sur le ligand. Dans ce mode de r6alisation, les ligands portant une 
fonction susceptible de reagir pour former une liaison avec la liaison fonctionnelle du 
support solide, notamtnent portant une liaison NH 2 ou COOH, sont particulierement 
pr6feres. 

Des exemples de ligands autre que des ligands proteiques comprennent par 
exemple les ligands macrocycliques et les glycosaminoglycanes. 

Ces ligands ont tous la particularite, a la difference des ligands proteiques, 
d'amplifier la sensibilite de detection de la proteine PrP. 

Selon un mode de realisation de l'invention, le ligand autre qu'un ligand 
proteique est choisi parmi les ligands macrocycliques et les glycosaminoglycanes. 

Les glycosaminoglycanes sont largement connus de l'homme du metier et sont 
decrits par exemple dans Polysaccharides, M. Yalpani, Elsevier, Amsterdam, 1988. 

:A titre de glycosaminoglycanes appropries aux fins de l'invention, on peut citer 
par exemple l'heparine, le sulfate de chondroitine, le sulfate de dermatane, l'acide 
hyaluronique et le sulfate de k&atane. 

Par ligand macrocyclique, on entend un compose consume d'une succession de 
cycles formant un macrocycle. 

Les ligands macrocycliques sont connus de l'homme du metier. A titre 
d'exemples non limitatifs, on peut citer les cyclophanes, les metacyclophanes, les 
cyclodextrines, les cyclo(tetra-acides chromotropiques), les spherands et les 
cyclo[n]veratrylenes. 

Les ligands macrocycliques ont pour avantage particulier qu'ils permettent de 
pieger la proteine a tester, sous forme libre ou sous forme d'agregat, par un effet cage. * 
Les ligands macrocycliques peuvent etre prepares selon les techniques connues 
de l'homme du metier, par exemple decrites dans Comprehensive Supramolecular 
Chemistry, Pergamon, Oxford, 1996. 

Les ligands macrocycliques preferes pour le precede de l'invention sont choisis 
parmi les metacyclophanes, les calix-arenes etant particulierement preferes. De tels 
composes calix-arenes peuvent Stre obtenus suivant la methodologie decrite dans 
Arduini, A. et al., 1996, Macrocycle Synthesis, Eds. Harwood, L.M. & Moddy.C.J. 
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-O xford University Tr e s s, Oxford et Da Silva et al., 2UU1, J. Supramol. Chem., 1 :135- 
138. 

Selon un mode de realisation prefere, le ligand macrocyclique de l'invention 
repond a la formule generate (I) suivante : 



dans Iaquelle 

Ri represente un atome d'hydrogene, un groupe hydroxyle, un groupe OR ou un 
groupe OCOR, R etant tel que defini ci-dessous, 

R 2 represente un atome d'hydrogene, un groupe R, COR, Pol, CH 2 Pol, dans 
lesquels Pol represente un groupe phosphate, sulfate, amine, ammonium, acide 
carboxylique et R est tel que defini ci-dessous, 

R 3 represente un atome d'hydrogene, un groupe hydroxyle, un groupe OR ou un 
groupe OCOR dans lesquels R est tel que defini ci-dessous, 

R4 represente un atome d'hydrogene, un groupe hydroxyle, un groupe OR, un 
groupe OCH 2 R ou un groupe OCOR, dans lesquels R est tel que defini ci-dessous, 

Y est un atome de carbone, d'azote, ou un atome de soufre, 

R5 et R 6 , chacun independamment, sont absents ou represented un atome 
d'hydrogene, un groupement CH 2 ou R tel que defini ci-dessous, ou bien 

Rs et R 6 represented ensemble un atome d'oxygene ou de soufre, 

X represente un groupement CH 2 , ou un atome d'oxygene ou de soufre, 

m represente un entier egal k 0 ou 1 , 

R represente un atome d'hydrogene ou une chaine hydrocarbonee, saturee ou 
non, ramifiee ou non, cyclique ou non cyclique, substitute ou non par un groupement 
halogene, et portant des fonctions polaires ou non polaires, 

n est un entier compris entre 3 et 1 5, 

les substituants R, a R s , R, X, Y et 1'entier m peuvent etre de nature diff6rente 
suivant les motifs. 



5 




n (I) 
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Ainsi, le compost de formule (I) se presente sous forme d'une succession de n 
motifs caracterises par la presence d'un cycle benzenique, et les substituants de ce cycle 
peuvent etre variables d'un motif a 1' autre, dans la limite de leurs definitions ci-dessus. 

Les chaines hydrocarbonees, saturtes ou non, ramifites ou non, cycliques ou 
5 non cycliques, substitutes ou non par un groupement halogtne, et portant'des fonctions 
polaires ou non polaires, sont largement connues de Phomme du metier. A titre 
d'exemples, on peut citer les alkyles, les alc&ies, les aryles et les cycles satures tels que 
le cyclohexane. Un exemple de groupement non polaire est CF3 et des exemples de 
groupements polaires sont les substituants Pol tels que definis prtcedemment. 
10 Les composes de formule (T) particulierement prtferes repondent a la formule 

(la) suivante : 




OH 0R 7 0a) 

dans laquelle 

n est un entier compris entre 4 et 8, 
15 chaque groupement R2, pris indtpendamment, est un groupement sulfate ou un 

groupement phosphate 

R 7 represente un groupement (CH 2 )r(CO) s ~(NH 2 ) ou un groupement (CH^r 
COOH ou t est un entier compris entre 0 et 6 et s est un entier compris entre 0 et 6. 

Les composes de formule (la) particulierement preferes sont ceux pour lesquels 
20 les deux groupements R2 sont chacun un groupement sulfate, n est 4, 6 ou 8, et R7 est 
un atome d'hydrogene, un groupement -CH2COOH, un groupement -CH 2 CONH 2 ou un 
groupement -CH 2 CH 2 NH 2 , ce qui constitue un mode de realisation de l'invention. 

Selon un mode de realisation prefere, le ligand macrocyclique repond a la 
formule gen6rale (la) dans laquelle n=6, X=Y=sulfate et R 7 est -CH 2 CH 2 NH 2 . 
25 Pour la mise en oeuvre du procede de detection immunologique de la PrP 

pathog&ne de ^invention, on peut utiliser des kits de diagnostic comprenant un ligand 
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autre qu'un ligand prot6iquo, d o pr 6 ference un ligand macrocycliqu e, e t une mol e cule 

ayant au moins une charge positive et/ou au moins une liaison osidique. 

Selon un mode de realisation prefere, ledit ligand autre qu'un ligand proteique 
present dans le kit est lie a un support solide pour la mise en ceuvre de la detection de la 
5 PrP pathogene selon un procede de d6tection en phase solide. 

L'invention sera mieux comprise k l'aide des exemples suivants donnes a titre 
illustratif et noh limitatif, ainsi qu'a l'aide des figures 1 a 7, dans lesquelles : 

-la figure 1 est une repr6sentation graphique dormant les valeurs de DO 
obtenues apres detection par le procede de l'invention de PrP res dans des echantillons de 
1 o serum de souris, de serums d' ovins et de plasmas de bovins, positifs (+) ou negatifs (-), 
-la figure 2 est une representation graphique donnant les valeurs de DO 
obtenues apres detection par le procede de l'invention de PrP TO dans des echantillons de 
plasmas de bovins positifs (plasma +) ou negatifs (plasma -) en utilisant deux anticorps 
de revelation differents, 
15 -la figure 3 est une representation graphique donnant les valeurs de DO 

obtenues apres detection par le procede de l'invention de PrP" 8 dans des 6chantillons de 
serums et de plasmas humains positifs vis-a-vis de la maladie de Creutzfeld- Jakob 
(MCJ +) ou negatifs (MCJ -) en utilisant deux anticorps de revelation differents, 

-la figure 4 est une representation scMmatique (figure 4A) d'un gel 
20 d'electrophorese (figure 4B) a la suite d'un Western Blot, obtenu apres migration 
d'echantillons de cerveau bovin de BSE traites soit par du sesquisulfate de 
streptomycine (pistes 5-7 et 13-15), soit par de la streptomycine (pistes 2-4 et 10-12), 
les pistes 1 et 9 correspondent au temoin non traite et la piste 8 correspondent a la piste 
des marqueurs de poids moleculaire, 
25 -la figure 5 est une representation schematique (figure 5A) d'un gel 

d'electrophorese (figure 5B) a la suite d'un Western Blot, obtenu apres migration 
d'echantillons de cerveau bovin de BSE traites par des quantites croissantes de 
triethylenetetramine (pistes 2-6), la piste 1 correspondant au temoin non traite et la piste 
8 correspondant a la piste des marqueurs de poids moleculaire, 
30 _ia figure 6 est une representation schematique (figure 6A) d'un gel 

d'electrophorese (figure 6B) a la suite d'un Western Blot, obtenu apres migration 
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d* echantillons de cerveau bovin de BSE traites par des quantites croissantes de bis-3- 
aminopropylamine (pistes 3-7), la piste 2 correspondant au temoin non traite et la 
piste 1 correspondant a la piste des marqueurs de poids moleculaire, et 

--la figure 7 est une representation schematique (figure 7A) d'un gel 

5 d'electrophorese (figure 7B) a la suite d'un Western Blot, obtenu apr&s migration 
d' echantillons de cerveau bovin de BSE traites par de la streptomycine et le calix-arene 
p-sulfonato-3,7-(2-aminoethyloxy)-calix-[6]-arene (pistes 7 a 15), les pistes 1 a 3 
correspondant aux echantillons temoin sans ajout de streptomycine ni de calix-arene et 
les pistes 4 a 6 correspondant aux echantillons dans lesquels seul le calix-arene a ete 

10 ajoute. 

Exemple 1 : pr6traitement des echantillons 

L Echantillons d'organes solides tels qu'extrait de cerveau, non traites h la ? 
streptomycine ■ 
15 Les organes (cerveau, etc.) sont tout d'abord homogen&ses dans une solution de 

glucose a 5% (p/v) afin d'obtenir une suspension a 10%. 

A 100|iL de la solution homogeneisee decrite ci-dessus sont ajoutes 5jiL d'une 
solution de la proteinase K (PK) dosee a 2mg/L, 1 jiL d'une solution de SDS a 10% et ;/ 
6\xL d'une solution de N-octyl-p-o-glyco-pyranoside a 2.5% p/v dans i'eau. 
20 Le melange est agite au vortex puis incube a 37°C pendant 60 minutes. 

SOOjaL d'un melange chloroforme : methanol (1 : 2) sont ensuite ajoutes et le 
m61ange est souinis a une agitation au vortex. 

Ceci est suivi d'une etape de centrifugation a 15000tr/min a temperature 
ambiante pendant 10 minutes 
25 Le surnageant est alors elimine et le culot est remis en suspension dans 25\iL 

d'une solution d'hydrochlorure de guanidine a 6M. La suspension est incubee a 37°C 
pendant 30 minutes. 

Enfin, 400|xL d'une solution de PBS et du Tween 20 (0.05% p/v) sont ajoutes. 
2. Echantillons d'organes solides tels qu'extrait de cerveau, traites a la 
30 streptomycine 

Les organes (cerveau, rate etc.) sont tout d'abord homogeneises dans une 
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so l uti on dc glucose a 5% (p/v) afia d'obtenii une suspension k 10%. 

A 100pL de la solution homog&ieisee decrite ci-dessus sont ajoutes 5^L d'une 
solution de la proteinase K (PK) dos6e k 2mg/L et 20 |xl d'une solution de N-octyl-p- D - 
glyco-pyranoside k 2.5% p/v dans l'eau. Le melange est agite au vortex puis incube a 
5 37°C pendant 30 minutes. 

20 (iiL d'une solution de sulfate de streptomycine a une concentration de lg/mL 
sont ajoutes, le melange est place sous agitation et re-incub6 k 37°C pendant 1 heure. 

500|iL d'un melange chlorofonne : methanol (1 : 2) sont ensuite ajoutes et le 
m61ange est soumis k une agitation au vortex. 
10 Ceci est suivi d'une 6tape de centrifugation a 10 000 tr/min a temperature 

ambiante pendant 1 0 minutes. 

Le surnageant est alors elimine et le culot est remis en suspension dans 25 p.L 
d'une solution d'hydrochlorure de guanidine k 6M. La suspension est incubee k 37°C 
pendant 30 minutes. 

15 Enfin, 400^L d'une solution de PBS et du Tween 20 (0.05% p/v) sont ajoutes. 

3. Echantillons de fluides biologiques tels que s6rum et plasma, traites a la 
streptomycine 

Une solution de proteinase K est ajoutee a lOOfiL de serum ou plasma de sorte 
que la concentration finale en enzyme soit de 80 jig/mL. La solution est ensuite 
20 melangee au vortex et incub6e k 37°C pendant 30 minutes. 

20jxL d'une solution de sulfate de streptomycine k une concentration de lg/mL 
sont ajout6s, le melange est place sous agitation et re-incube a 37°C pendant 1 heure. 

Apres centrifugation a 15000tr/min pendant 10 minutes, le surnageant est rejete. 

Le culot residuel est remis en suspension dans 25 (xL d'une solution 
25 d'hydrochlorure de guanidine a 6M dans l'eau k l'aide d'une agitation au vortex. La 
suspension est ensuite incubee a 37°C pendant 30 minutes. 

Puis sont ajoutes 400jiL d'une solution de PBS (Phospahte Buffer Saline) avec 
0,05% (p/v) de tampon Tween 20, le melange est agite au vortex. 

4. Echantillon de fibrilles (SAP) de PrP* digerees (PrP^ purifi6es, prepare a 
30 partir du svsteme nerveux 

Les organes (cerveau, etc.) sont tout d'abord homogen&ses dans une solution de 
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glucose a 5% (p/v). afin d'obtenir une suspension a 10% et filtres. 

La PK est utilisee a raison de 25 jig pour 100 mg de tissu. Apres 
homog6neisation au vortex, le tube est plac6 1 heure a Petuve k 37°C. 

L'action de la PK est stoppee par homogen&sation avec du Pefabloc® a 10 

5 mM. 

La preparation de Pultracentrifugation comporte Phomogeneisation de 1000 ju.1 
de broyat diger<§ avec 600 pi de Sarkosyl a 30%. Le melange est laisse au moins 15 
minutes a temperature ambiante avant d'etre transfere sur coussin de saccharose (400 jil 
de saccharose 10%) dans des tubes pour ultracentrifugation (Beckman, Quick Seal, 2,2 
10 ml). Le tube est complete avec de Peau ultra pure, puis soude et place dans le rotor pour 
ultracentrifugation. 

Celle-ci dure 2 heures k 100 000 rpm et 20°C. 

Les 2/3 du surnageant, dont la fraction lipidique, sont ensuite aspires. Le culot 
est seche par retournement sur papier absorbant. 
15 Puis le culot est repris par 100 ou 200 \xl de PBS pour une utilisation immediate, 

ou de tampon de d6naturation pour congelation. Dans ce dernier cas, les culots sont 
chauff6s pendant 10 minutes a 100°C Apres refroidissement, les tubes sont centrifuges: 
pendant 5 minutes a 12000 rpm a 20°C. Les surnageants sont congel£s a -80°C. 
Ces 6chantillons servent de standards « positifs » de PrP 1 ^ purifiee. 

20 

Exemple 2 : Preparation du ligand calrx-arene p-sulphonato-3,7-(2~amino- 
ethyloxy)-calix-r61-ar&ne (d6nomme C6S) 
1. Preparation 

Ce ligand adjuvant macrocyclique C6S poss6de la formule gen&rale : 



25 
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Ce ligand est pr6par 6 s c ion la m6thode decrite dans Eric Da Silva et 

Anthony W. Coleman, Synthesis and complexation properties towards amino acids of 
mono-substituted p-sulphonato-calix-[n]-arene, Tetrahedron 59 (2003) 7357-7364. 

Ce ligand peut ensuite 6tre coupte avec un support solide (bille ou plaque) 
5 portant une surface activee corame indique ci-apres. 

2. Greffage du ligand C6S sur plaques 

Les plaques «NHS activated plates » de 96 puits proviennent de la societe 
Covalab (Lyon, France). lOOfiL d'une solution de ligand sont dissous a diff6rentes 
concentrations dans du Tampon Phosphate 50mM pH 8,2. Les puits sont lav6s 3 fois (3 
10 x 200jiL) h 1'eau MilliQ apres deux heures d'incubation a 37°C. Les plaques sont 
sechees a temperature ambiante avant leur utilisation. 
Schema de greffage : 




15 3. Greffage sur billes : 

4 mL d'une solution de bille activee NHS (2 x 10 9 billes /mL ; Dynabeads® 
M270Amine, Societe Dynals, Norvege) sont aliquotes en tubes de 1 mL. Les billes sont 
centrifugees et precipitins par aimantation. Le sumageant est enleve et les billes sont 
lavees 3 fois avec 1 mL d'eau. Le culot de bille est repris avec diflferents volumes de 
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solution de calixar^ne dans un tampon phosphate 50mM pH 8,2. 600^iL, 120 jiL, 60 \xL 
et 12 jiL d'une solution de ligand a 50 mg/mL (tampon phosphate 50mM, pH 8,2) sont 
ajoutes. Les. billes sont agitees pendant 24 heures k temperature ambiante. Les billes 
sont lavees 3 fois avec de 1'eau MilliQ 18Q afin d'61iminer le ligand qui n'a pas r6agi. 
5 Les billes sont conserves dans 1 mL d'eau afin de reconstituer la concentration initiale 
de 2 x 10 9 billes / mL. La solution de bille est prete a l'emploi. Ces billes sont definies 
coimne « billes C6S » dans tout le texte. 
Schema de greffage du C6S sur les billes : 




NHS 

10 

Exemnle 3 : Detection de la PrP™ 

1. Echantillons utilises 

Les echantillons de cerveaux, serum, plasma bovins positifs sont issus 
d'animaux dont Fatteinte par une maladie a prion EST (Encephalite Spongifoime 
15 Transmissible) a ete confirmee par les mfthodes classiques de reference dont une 
recherche par Western blot de PrP"* dans le tissu cerebral comme decrite par Madec et 
al, 2000, Microbiol pathogenesis, 28 : 353-362. Les temoins negatifs correspondent a 
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des echaritillons de cerveaux, serum et plasma d'animaux pour lesquels 1'atteinte par les 
maladies a prion a ete exclue par les memes. analyses. L' anti-coagulant utilise pour les 
pr61evements de plasma est PEDTA. 

Ces echantillons sont fournis par PAFSSA (Agence Fran9aise de Securite 
5 Sanitaire des Aliments) Lyon FRANCE. 

2. Detection de la PrP** selon line methode de type ELISA 
Avant utilisation, les puits des plaques obtenues selon Pexemple 2, point 2 ci- 
dessus sont pre-saturees par un traitement par un melange lait ecr&ne (5%) et 
PBS/Tween 20 (0.05% p/v) h 37°C pendant 60 minutes. Les puits sont ensuite laves 3 
10 fois avec 800jxL de PBS/Tween 20 (0.05% p/v) par puit. Le tampon residuel est ^limine 
par retournement. 

100p.L de chaque echantillon de fluide biologique prepare selon Pexemple 1, 
point 3 ci-dessus, sont distribues dans les puits et la plaque est incubee k 37°C pendant 
1 00 minutes sous agitation mecanique a 400 tr/min. 
15 Suite a cette premiere incubation, chaque puit est relave trois fois avec 800 fiL 

du melange PBS / Tween 20 (0.05% p/v) puis les plaques sont sechees. 

L'anticorps anti-PrP de r6velation, marque par a la peroxydase et dilue a 
O.OSjug/mL dans le melange PBS / Tween 20 (0.05% p/v) est ajout<§ a raison de lOOfxL 
par puit et la plaque est incubee de nouveau a 37°C pendant 60 minutes. L'anticorps 
20 utilise reconnait la region d6finie par les acides amines 145-154 de la PrP humaine et 
les regions homologues des PrP animales (anticorps AC23). 

La plaque est alors rinc^e trois fois avec 800jiL d'une solution de PBS/Tween 
20 (0.05% p/v) (PW41, Sanofi Pasteur) et le tampon residuel est 61imine par 
retournement. 

25 La revelation est effectuee par ajout de lOO^L dans chaque puit, d'une solution 

de revelation preparee selon les recommandations du fabricant (kit bioMerieux). La 
plaque est incubee a temperature ambiante dans le noir pendant 1 0 minutes. 

La reaction est stoppee par ajout de 50|iL d'une solution d'acide sulfurique 

(1.8N). 

30 La lecture du signal obtenu est effectue a l'aide d'un spectrophotom£tre h une 

longueur d'onde de 490nm (Spectrophotometre PR2100, Biorad). 
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3. Detection de la PrP res dans le cerveau selon la technique Western Blot 
Le protocole utilise correspond au protocole de reference utilise pour le 
diagnostic de certitude des maladies a prion chez Panimal et decrit par Madec et al, 
2000, Microbiol pathogenesis, 28 : 353-362. 
5 4. R6sultats 

Les resultats sont presentes dans le tableau 1 suivant : 
Tableau 1 : Representation de la spScificite de detection par la methodologie de type 
ELISA precedemment decrite de la PrP* 58 dans le s6rum et le plasma de bovins par 
comparaison avec le protocole de reference de type Western Blot effectuS a partir du 
10 cerveau des memes animaux. 





Se 

Positif 


EL] 

rum 

N6gatif 


[SA 

Pk 

Positif 


isma 

Negatif 


Western ■ p osit if 


6 


0 


3 


0 


Blot 

Negatif 

Cerveaux 


0 


8 


0 


1 



Ces r6sultats montrent bien que le precede de Pinvention permet de detecter la 
PrP dans les fluides biologiques en raison de la concordance entre les deux tests 
15 (proc6de de Pinvention et Western Blot de reference). 

Par ailleurs, le proced6 de Pinvention est egalement applicable aux fluides 
physiologiques tels que les serums et plasmas. 

Exemple 4 : Application du procSde de Pinvention aux diffferentes especes 

20 1. Echantillons 

Outre les echantillons utilises dans Pexemple 3 ci-dessus, on a utilise des 
echantillons de cerveaux, serum, plasma ovins positifs issus d'animaux dont Patteinte 
par la maladie a prions scrapie (tremblante) a ete confirmee par une recherche par 
Western blot de PrPres dans le tissu cerebral, ainsi que des plasmas d'ovins infectes par 

25 une souche d'ESB provenant de cerveaux bovins (comptabiiises comme bovin positif). 
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Les Echantillons de serum murin ont 6te prelevSs sur des souris C57BL6 
auxquelles ont et6 prealablement inocules par injection intra-peritoneale, 100 pi d'une 
suspension de cerveau de mouton atteint par une souche de scrapie C506M3 adaptee a 
la souris, a 10% dans une solution de glucose 5% et diluee au 1/200*™ Le sang a et£ 
5 collecte au niveau du sinus orbital 1 5 jours apres P inoculation. 

Ces Echantillons ont Egalement ete fournis par PAFSSA (Agence Franpaise de 
Security Sanitaire des Aliments) Lyon FRANCE. 

2. Detection de la PrP" 5 dans les fluides biolosdques selon une methode de type 

ELISA 

10 On a repris le protocole decrit dans Pexemple 3, point 2 ci-dessus. 

3'. Resultats 

Les resultats sont reportes sur la figure 1 donnant les valeurs de DO obtenues 
dans des echantillons de s6rum de souris, de s6rums d'ovins et de plasmas de bovins, 
positifs ou negatifs (+ ou -). 
15 Cette figure met en evidence que, de fagon surprenante, quelle que soit Pespece 

consideree, la valeur de density optique des echantillons issus d'animaux atteints de 
maladie a prions est significativement positive comparEe aux echantillons issus 
d'animaux temoins. 

Le procede de Pinvention est done applicable a differentes especes. 

20 

Exemple 5 : Utilisation de differents anticorps dans le procede de rinvention 

L Echantillons 

On a utilise des echantillons de bovin comme decrit dans Pexemple 3 ci-dessus. 

2. Detection de la PrP res dans les fluides biologjques selon une methode de type 

25 ELISA 

Oft a repris le protocole decrit dans Pexemple 3, point 2 ci-dessus en utilisant 
comme anticorps de revelation, soit Panticorps AC23 tel que decrit precedemment, soit 
Panticorps 8D1 1G12 (bioMerieux, France). 

3. Resultats 

30 Les resultats sont reportes sur la figure 2 donnant les valeurs de DO obtenues 

dans des echantillons de plasmas de bovins positifs ou negatifs (+ ou -). 
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Cette figure met en evidence que le procede de ^invention peut etre mis en 
oeuyre avec differents anticorps anti-PrP. 

Example 6: Detection de la PrP rcs dans les organes solides 

5 1 . Echantillons 

Les echantillons utilises correspondent : 

i) a des 6chantillons de cerveau issus de bovins positife et n6gatifs dont Patteinte 
par une maladie a prion a 6te confirmee ou infirm^e par les methodes classiques de 
reference dont la recherche par Western Blot de PrPres dans le tissu cer6bral et 
10 ii) a des cerveaux et rates pr61event de souris deja inocules VC par une souche 

de scrapie adapt6e au souris et montrant des symptSmes specifiques de la maladie. 

^ Ces 6chantillons ont et6 fournis par PAFSSA (Agence Franfaise de Securite 
Sanitaire des Aliments) Lyon FRANCE. 

lis ont ete traites comme indique dans Texemple 1, point 2 ci-dessus, 
15 2. Detection de la PrP r€S dans les organes solides selon une methode de type 

ELISA 

On a repris le protocole decrit dans Pexemple 3, point 2 ci-dessus. f 
3. Resultats 

On a compare les resultats obtenus sur les memes echantillons d'organe solide 
20 par la m6thode de reference Western Blot avec ceux obtenus par le procede de 
Tinvention. 

Les resultats mettent en evidence que Putilisation du procede de Tinvention 
combinant k la fois Putilisation de streptomycine lors de preparation des cerveaux et 
Putilisation d'un calix-arene selon un procede de type ELISA a permis la detection de 
25 PrP** dans tous les echantillons positifs. 

Cette utilisation du procede de Pinvention permet egalement la detection de 
PrP"* dans les cerveaux et rates prelev£s de souris inoculees par une souche de scrapie 
adaptee aux souris. 
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Exemple 7: Detection de la PrP 1 ^ dans le serum et le plasma humain 

L Echantillons 

Les 6chantillons utilises correspondent a des echantillons de plasma et de serum 
issus de patients positifs et n6gatifs dont Patteinte par la maladie de Creutzfedt- Jakob a 
5 6te confirmee ou infirmee par les methodes classiques de r6ference. 

2, Detection de la PrP"* dans le serum et le plasma selon une metfaode de type 

ELISA 

On a repris le protocole d<5crit dans Pexemple 3, point 2 ci-dessus en utilisant 
comme anticorps de revelation, soit P anticorps AC23 tel que decrit precedemment, soit 
10 l'anticorps 8D1 1G12 (bioMerieux, France). 

3. Resultats 

Les resultats sont indiques sur la figure 3 qui est une representation graphique 
dormant les valeurs de DO obtenues apr6s detection par le procede de l'invention de 
PrP* 5 dans des echantillons de serum et de plasmas humains positifs vis-a-vis de la 
15 maladie de Creutzfeld- Jakob (MCJ +) ou negatifs (MCJ -) en utilisant deux anticorps 
de revelation differents. 

La figure 3 met en evidence que, de fa?on surprenante, le procede de l'invention 
pennet la detection de la PrP rcs de fa?on specifique, dans le serum et le plasma de 
patients humain atteints de MCJ. 
20 Le procede de Pinvention est done Sgalement applicable a Phomme. 

Exemple 8: Utilisation de differentes molecules ayant au moins une charge positive 
et/ou au moins une liaison osidique 

1 . Preparation des Echantillons 
25 On a prepare Pechantillon a tester h partir d'homogenat de cerveau bovin BSE 

positif comme suit : 

- aux 100 ^1 d'homogenat a 10% de cerveau bovin BSE positif mis en suspension dans 
une solution de glucose a 5 %, on a ajoute 1 jig de proteinase K puis on a incube a 37C° 
pendant une heure. 

30 - puis on a ajoute 100 fil de tampon Laemmli, on a agite au vortex, on a chauffe 5 min a 
100°C, on a centrifuge a 12000 tr/min pendant 5 minutes et on a recuperd les 
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surnageants. J 

On a utilis6 des volumes de 5, 6, 8, 10 ou 50 ul de cette suspension, 
correspondant a 250, 300, 400, 500 ou 2500 \ig de tissu de cerveau, pour les 
experiences decrites ci-dessous, avec ou sans ajout de molecule ayant au moins une 
charge positive et/ou au moins une liaison osidique. 

2. Western Blot 

Apres migration sur un gel d'electrophorese unidimensionnelle de 
polyacrylamide 15% en presence de sodium dodecyl sulfate (SDS PAGE) comme decrit 
par Laemmli, Nature 227 (1970), 680-685, les proteines sont transferees par 
electrophorese sur des membranes nitrocelluloses et immunoblott6es a temperature 
ambiante pendant 60 minutes avec un anticorps monoclonal (Spi-Bio, Fiance) 
reconnaissant un epitope specifique de la proteine prion constitue des acides amines 
146-160. L'anticorps secondaire de detection (1/5000) est un anticorps de chevre dirige 
contre les chaines lourdes et legeres des immunoglobulines de souris conjugu6.:a la 
peroxydase de radis (IgG H+L). . 

Les blots sont ensuite laves et les signaux sont detectes par chimiluminescence 
soit avec un kit ECL (Amersham) sur des films (Biomex light, Kodak) ou avec un super 
Signal Ultra (Pierce) et visualisation sur Fluor S. Multimager (BioRad) S 
3. Detection de PrP 50 en utilisant du sesquisulfate de dihyrdrostreptom Ycine 
Cette molecule est une molecule ayant deux fonctions guanidinium et une 

fonction ammonium. 

On a ajout6, a un volume constant de PrP 50 (50ul) dans 1'echantillon prepare 
dans le point 1 ci-dessus, des concentrations croissantes (0 ; 2,5 ; 5 et lOmg) de 
sesquisulfate de dihydrostreptomycine ou de Streptomycine a titre de comparaison. 

Apres incubation a 37°C pendant une heure, on a centrifuge a 12 000 tr/min 
pendant 5 minutes et on a recupere le sumageant (surnageant de depart). 

Les culots sont egalement recup6res et 50 ul d'une solution v/v d'uree 8M et de 
tampon Laemmli, leur sont rajoutes. Apres une vigoureuse agitation sous vortex, ils 
sont chauffes a 100°C pendant 5 minutes et centrifuges a 12000 tr/min pendant 
5 minutes. Enfin, on a r6cupere les surnageants (surnageant de culot). 

On a fait.migrer les surnageants de depart ainsi que ceux des culots sur SDS 
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PAGE comme indique dans le point 2 ci-dessus. 

Les r6sultats de ce test sont indiques sur la figure 4 dormant une representation 
graphique du gel d'61ectrophorese obtenu apres migration et oit les difierentes pistes 1 a 
15 correspondent aux conditions de traitement donnees dans le tableau 2 suivant, avec 
5 ou sans les molecules k base de streptomycine. 

Tableau 2 



Piste 


Conditions de traitement 


Surnageant concerne 


1 


Sans ; temoin 


Surnageant de depart 


2 


2,5 mg de streptomycine 


Surnageant de depart 


3 


5 mg de streptomycine 


Surnageant de depart 


4 


1 0 mg de streptomycine 


Surnageant de depart 


5 


2,5 mg de sesquisulfate de dihydrostrept. 


Surnageant de d6part 


6 


5 mg de sesquisulfate de dihydrostrept. 


Surnageant de depart 


7 


10 mg de sesquisulfate de dihydrostrept. 


Surnageant de depart 


8 


Ref6rence de Poids moleculaire 


Aucun ; reference 


9 


Sans ; temoin 


Surnageant de culot . 


10 


2,5 mg de streptomycine 


Surnageant de culot 


11 


5 mg de streptomycine 


Surnageant de culot 


12 


10 mg de streptomycine 


Surnageant de culot 


13 


2,5 mg de sesquisulfate de dihydrostrept. 


Surnageant de culot 


14 


5 mg de sesquisulfate de dihydrostrept. 


Surnageant de culot 


15 


1 0 mg de sesquisulfate de dihydrostrept. 


Surnageant de culot 



Comme indique sur la figure 4, en l'absence des molecules testees, toutes les 
bandes de PrP 50 sont identifies comme etant dans le surnageant et, en presence de 
10 Streptomycine ou sesquisulfate de dihydrostreptomycine, le materiel PrP 80 est retrouve 
dans le culot. 

Les r6sultats montrent que le sesquisulfate de dihydrostreptomycine, comme la 
streptomycine, ajoute au milieu induit une reticulation de la PrP qui permet sa 
precipitation complete avec une centrifugeuse simple (pas besoin d'ultracentrifugation). 
15 Les agregats ainsi obtenus peuvent permettre la detection de PrP, le cas echeant apres 
reaction avec un ligand autre qu'un ligand proteique, selon le proc£de de Pinvention. 

4. Detecti on de PrP sc en utilisant du triethvlene tetramine ou TET 

Cette molecule est une molecule ayant quatre fonctions ammonium. 

Pour cette experience, on a ajoute des concentrations croissantes de TET (105, 
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210, 420, 630 et 840|xg) a des volumes constants (5|nl) de PrP sc obtenus a partir de 
250 jig de cerveau d'un bovin atteint de BSE, prepare selon le point 1 ci-dessus. Le 
melange a ete immediatement centrifuge a 12000 tr/min pendant 5 minutes et le 
surnageant a 6te utilise pour la detection immunologique par Western blot. 
. 5 Les resultats sont indiques sur la figure 5 dormant une representation graphique 

du gel d'electrophorese obtenu apres migration, oil les differentes pistes 1 a 7 
correspondent aux conditions de traitement donnees dans le tableau 3 suivant, avec ou 
sans TET. 



Tableau 3 



Piste 


Condition de traitement 


1 


Sans traitement ; temoin 


2 


105ngdeTET 


3 


210ngdeTET 


4 


420ugdeTET 


5 


630jig de TET 


6 


840ugdeTET 


7 


Reference de Poids moleculaire 



10 



Les resultats sur la figure 5 montrent que Paccroissement de la quantite de 
Triethylene tetramine dans le milieu par ajout de 105, 210, 420, 630 et 840|ig, induit 
spontan&nent une augmentation de la masse moleculaire apparente de la proteine prion 
par rapport a un temoin sans molecule. Ainsi, la detection de la proteine prion est 

15 proportionnelle a la quantite de Tri&hylene t&ramine ajoutee. Ces resultats confirment 
que le TET produit les memes effets que la streptomycine sur la PrP, dans les 
conditions testees, a savoir une reticulation de la PrP proportionnelle a la dose de TET, 
objectivee par Paccroissement du poids moleculaire apparent des bandes ayant migre 
dans le gel d'acrylamide. 

20 5. Detection de PrP 50 en utilisant de la bis-3-aminopropvlamine 

Cette molecule est une molecule ayant trois fonctions ammoniums. 
On a repete le mode op6ratoire decrit dans le point 3 ci-dessus, a ceci pres qu'on 
a ajoute, a des volumes constants (5\il) de PrP sc dans l'echantillon prepare dans le point 
1 ci-dessus, des quantites croissantes de bis-3-aminopropylamine (130, 260, .520, 780 et 

25 1040}ig) et qu'on a incube 30.min k temperature ambiante. 
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Les resultats sont indiqu^s sur la figure 6 donnant une representation graphique 
du gel d'61ectrophorese obtenu apres migration du surnageant de culot, et ou les 
diff6rentes pistes 1 k 7 correspondent aux conditions de traitement donnees dans le 
tableau 4 suivant, avec ou sans bis-3-aminopropylamine. 
5 Tableau 4 



Piste 


Condition de traitement 


1 


Reference de Poids moleculaire 


2 


Sans traitement ; temoin 


3 


130ng de bis-3-aminonroovlamine 


4 


260p,g de bis-3-aminoproDvlamine 


5 


520|ig de bis-3-aminoproDvlamine 


6 


780|ig de bis-3-aminoDrobvIamine 


7 


1040jng de bis-3-aminoprot>vlamine 



Les resultats indiquSs sur la figure 6 montrent que Taccroissement de la quantite 
de bis-aminopropylamine dans le milieu par ajout de 130, 260, 520, 780 et 1040jj,g, 
induit une augmentation de la masse moleculaire apparente des 3 bandes de la proteine 
10 prion par rapport a un temoin sans molecule. Dans ces conditions, la proteine prion 
pr6cipite dans les conditions de centrifugation 6voquees dans les points precedent, ce 
qui corrobore aussi des effets analogues a ceux produits par la streptomycine 

6, Conclusion 

Les resultats montrent que les molecules testees ajout6es au milieu induisent une 
15 reticulation de la PrP qui permet sa precipitation complete avec une simple 
centrifugeuse. 

Les agregats ainsi obtenus peuvent permettre la detection de PrP, le cas echSant 
apres reaction avec un ligand autre qu'un ligand proteique, selon le proced<§ de 
Tinvention. 

20 

Exemple 9: Detection de la PrP res dans te cerveaa de bovin par Western Blot par 
traitement de Pecbantillon par un ligand autre qu^un ligand proteique et par line 
molecule ava nt au moins une charge positive et/ou au moins une liaison osidiaue 

Les echantillons utilises correspondent a des echantillons de cerveaux issus de 
25 bovins positifs dont Patteinte par une maladie a prion a &t€ confirmee par les methodes 
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classiques de reference dont la recherche par Western Blot de PrP"* 5 dans le tissu 
cerebral. 

Les organes sont tout d'abord homog6neises dans une solution de glucose a 5% 
(p/v) afin d'obtenir une suspension k 1 0%. 
5 A IOOjiL de la solution homogeneisee d6crite ci-dessus est ajoute ljxl d'une 

solution de calix-arene C6S k 0,1 M, puis le melange est agit<§ au vortex et incube une 
heure k 37°C. 

7 \iL d'une solution de la proteinase K (PK) dos6e a 2mg/L sont ajoutes et le 
melange est agit6 au vortex puis incub£ k 37°C pendant 30 minutes. 
10 20 jiL d'une solution de sulfate de streptomycine k une concentration croissante 

(5%, 10% et 20%) sont ajout6s, le melange est plac6 sous agitation et re-incub6 k 37°C 
pendant 1 heure. 

Apres avoir ajoute 100 j*l de tampon Laemmli d&iaturant, on chauffe a ; 100°C 
pendant 5 min et on centrifuge a 12000 tr/min pendant 5 min. Les surnageants sont 

15 rejetes et les culots sont recuperes. On leur ajoute 50 |ul d'une solution k 50% v/v 
d'uree 8M et le tampon de Laemmli. 

Apr£s une vigoureuse agitation sous vortex, on chauffe a 100°C pendant- 5 min 
et on centrifuge a 12000 tr/min pendant 5 min, puis on r6cupere les surnageants pour les 
faire migrer sur SDS-PAGE comme d6crit par Laemmli, Nature 227 (1970), 680-685. 

20 Aprds migration, les proteines sont transf6r6es par electrophorese sur des 

membranes de nitrocellulose et immunoblottees a temperature ambiante pendant 60 
min avec un anticorps monoclonal reconnaissant un epitope specifique constitue des 
acides amines 126-160 (Spi-Bio, France). L'anticorps secondaire (1/5000) est un 
anticorps de chevre dirige contre les chaines lourdes et 16geres des immunoglobulines 

25 de souris conjuguees k la peroxydase de radis (IgG H+L). Les blots sont ensuite laves et 
les signaux sont detectes par chimioluminescence soit avec un kit ECL (Amersham) sur 
des films (Biomex light, Kodak) ou avec un super Signal Ultra (Pierce) et visualisation 
sur Fluor S. Multimager (BioRad). 

Les resultats sont illustres par la figure 7 sur laquelle les pistes 1 a 3 

30 correspondent aux echantillons temoin non traites par le calix-arene et la streptomycine, 
les pistes 4 a 6 correspondent aux echantillons traites au cali-arene seul (traitement 
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selon le mode op6ratoire ci-dessus 5 mais sans 1'etape de traitement a la streptomycine) 
et les pistes 7 a 15 correspondent aux 6chantillons traites au calix-arene, puis k la 
streptomycine a raison de 5% (pistes 7 h 9), 10% (pistes 10 a 12) et 20% (pistes 13 a 
15). 

Les r6sultats mettent en evidence que la detection de PrP 1 ^ est am&ioree par 
P utilisation de calix-arene et de streptomycine ensemble et que la sensibility de ce 
proc6d6 augmente avec la quantite de la streptomycine utilisde. 
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REVENDICATIONS 

1 . Precede de detection de la PrP dans un . Schantillon biologique d'origine 
humaine ou animale susceptible de contenir de ladite PrP, caracteris6 en ce qu'il met en 

5 oeuvre une molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins une liaison 
osidique et un ligand autre qu'un ligand proteique. 

2. Procede de detection de la PrP selon la revendication 1, caract&ise en ce que 
ladite molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins une liaison osidique 

10 est ajoute audit Schantillon biologique pour la precipitation de la PrP avant Pajout du 
ligand autre qu'un ligand proteique. 

3. Proc6de de detection de la PrP selon Pune des revendications 1 ou 2, 
caracteris^ en ce qu'il comprend Petape suppl&nentaire d'ajout de proteinase K dans 

15 P6chantillon. 

4. Procede de detection de la PrP selon Pune quelconque des revendications 1 a 
3, caract6rise en ce qu'il comprend les etapes consistant h : 

a) ajouter audit echantillon de la proteinase K pour digerer la PrP°, 
20 b) ajouter au melange ainsi obtenu ladite molecule ayant au moins une charge 

positive et/ou au moins une liaison osidique pour obtenir des agregats de 
PrP, 

c) ajouter un ligand autre qu'un ligand proteique et 

d) reveler la presence de PrP" 55 . 

25 

5. Procede de detection de la PrP selon Pune quelconque des revendications 1 a 
4 5 caracterise en ce qu'il comprend au moins Pune des etapes supplementaires i) et ii) 
suivantes consistant k : 

i) separer les agregats de PrP du melange r6actionnel et 
30 ii) denaturer les agregats de PrP, 

ces etapes etant incluses le cas echeant entre Petape b) et Petape c). 
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6. Proc6de de detection de la PrP selon Pune quelconque des revendications 1 k 

5, caracterise en ce que on ajoute un partenaire de liaison specifique de la PrP pour une 
reaction immunologique entre partenaire de liaison spfecifique de la PrP et la PrP, le cas 

5 echeant dans Petape d). 

7. Procede de detection de la PrP selon Pune quelconque des revendications 1 a 

6, caracterise en ce que le ligand autre qu'un ligand proteique est li£ k un support 
solide. 

10 

8. ProcSde de detection de la PrP selon l'une quelconque des revendications 1 a 

7, caracterise en ce que la molecule ayant au moins une charge positive et/ou au moins 
une liaison osidique est une molecule ayant au moins deux fonctions guanidinium et/ou 
ammonium, de preference la streptomycine, de preference encore sous forme de sel. 

15 

9. Proced6 de detection de la PrP selon l'une quelconque des revendications 1 a 

8, caracterise en ce que le ligand autre qu'un ligand proteique est choisi parmi les 
ligands macrocycliques et les glycosaminoglycanes, de preference les ligands 
macrocycliques. 

20 

1 0. Procede de detection de Ja PrP selon la revendication 9, caract&is<§ en ce que 
les ligands macrocycliques sont choisis parmi les metacyclophanes, de preference parmi 
les calix-arenes. 



25 11. Procede de detection de la PrP selon Ja revendication 10, caracteris6 en ce 

que le ligand macrocyclique r£pond a la formule generate (I) suivante : 



1 er depot 



35 




0) 



dans laquelle 

Ri represente tin atome d'hydrog&ne, un groupe hydroxyle, un groupe OR ou un 
groupe OCOR, R etant tel que d£fini ci-dessous, 

R 2 represente un atome d'hydrogene, un groupe R, COR, Pol, CH2P0I, dans 
lesquels Pol represente un groupe phosphate, sulfate, amine, ammonium, acide 
carboxylique et R est tel que defini ci-dessous, 

R3 represente un atome d'hydrogene, tin groupe hydroxyle, un groupe OR ou un 
groupe OCOR dans lesquels R est tel que defini ci-dessous, 

R4 represente un atome d'hydrogene, un groupe hydroxyle, un groupe OR, un 
groupe OCH2R ou un groupe OCOR, dans lesquels R est tel que defini ci-dessous, 

Y est un atome de carbone, d'azote, ou un atome de soufre, 

R 5 et R6, chacun independamment, sont absents ou represented un '"atome 
d'hydrogene, un groupement CH2 ou R tel que defini ci-dessous, ou bien 

R 5 et Re repr£sentent ensemble un atome d'oxygene ou de soufre, 

X represente un groupement CH2, ou un atome d'oxyg&ie ou de soufre, 

m represente un entier egal a 0 ou 1 , 

R represente un atome d'hydrogene ou une chaine hydrocarbon6e, saturee ou 
non, ramifiee ou non, cyclique ou non cyclique, substitute ou non par un groupement 
halogene, et portant des fonctions polaires ou non polaires, 

n est un entier compris entre 3 et 15, 

les substituants Ri a R5, R, X, Y et rentier m peuvent etre de nature differente 
suivant les motifs. 

12. Proc£de de detection de la PrP selon la revendication 11, caracteris6 en ce 
que le ligand macrocyclique repond h. la .formule generate (la) suivante : 
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dans laquelle 

n est un entier compris entre 4 et 8, 

chaque groupement R 2 , pris independamment, est un groupement sulfate ou 
un groupement phosphate 

R 7 repr6sente un groupement (CH 2 ) r (CO) s -(NH 2 ) ou un groupement 
(CH 2 ) r COOH ou t est un entier compris entre 0 et 6 et s est un entier compris entre 0 et 
6. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterisS en ce que ledit ligand est un 
calix-arene de formule (la) dans lequel les deux groupemerits R 2 sont chacun un 
groupement sulfate, n est 4, 6 ou 8, et R 7 est un atome d'hydrogeaie, un groupement 
-CH 2 COOH, un groupement -CH 2 CONH 2 ou un groupement -CH 2 CH 2 NH 2 . 

14. Proc6d6 de detection de la PrP selon la revendication 10, caractfrise en ce 
que le ligand macrocyclique repond a la formule generate (la) dans laquelle n=6, 
X=Y=sulfate et R 7 est -CH 2 CH 2 NH 2 . 

15. Procede de detection de la PrP, en particulier de la PrP sc , caract6rise en ce 
qu'il comprend l'etape de mise en presence d'un echantillon biologique, issu ou obtenu 
d'un organisme animal ou humain, avec une molecule ayant au moins deux fonctions 
guanidinium et/ou ammonium, a l'exception des antibiotiques. 

16. Kit de diagnostic pour la detection de la PrP, caracterise en ce qu'il 
comprend un ligand autre qu'un ligand prot6ique et une molecule ayant au moins une 
charge positive et/ou au moins une liaison osidique. 
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17, Kit de diagnostic selon la revendication 16, caracteris6 en ce que ledit ligand 
autre qu'un ligand proteique est li€ a un support solide. 
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Figure 1 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 6 
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Figure 7 

Figure 7A 
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